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To investigate potential medicinal or functional uses of Eriobotrya japonica, this study focused on the
isolation and identification of antioxidant compounds from Eriobotrya japonica leaves. Various solvents
were extracted from the leaves, and their scavenging effect on 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH)
radicals was measured, in addition to their superoxide dismutase-like activity, polyphenol compounds,
and flavonoid content. Ethyl acetate extract exhibited the strongest scavenging effect in a 0.2 mM sol-
ution of DPPH (63.24±2.20%, 81.83±2.10%, and 93.15±2.31% in 0.3, 0.7, and 1.0 mg/ml sample concen-
trations, respectively). The antioxidant effect of the ethyl acetate extract and methanol extract were
generally stronger than that of n-hexane extract. The extracts were further purified by repeated silica
gel column chromatography. The antioxidant compounds were identified as phytol, β-sitosterol, and
(-)-loliolide using GC/MS.
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서 론

인체의 대사 반응에 의하여 생성되는 활성산소는 화학약품,

환경오염, 스트레스, 자외선 등, 각종 물리적, 화학적, 환경적

요인에 의해 과잉 생산되어 생체 구성성분들인 지질, 단백질,

당, DNA 등에 대하여 비선택적, 비가역적인 파괴 작용을 함으

로써 동맥경화, 심장질환, 당뇨병, 암, 노화 등을 비롯한 각종

질병을 일으키는 것[40]으로 알려져 있다. 따라서 근래 인체와

식품의 과산화물 생성방지 또는 소거효과를 갖는 항산화제를

개발하고자 많은 연구가 진행중이며, 식품에는 기존의

tert-butylhydroxytoluene (BHT), tert-butylhydroxyanisol

(BHA) 등과 같은 합성 항산화제와 α-tocopherol, vitamin C,

carotenoids, flavonoids와 같은 천연 항산화제가 사용되고 있

다. 그러나 BHA와 BHT 등의 합성 항산화제는 발암성과 독성

등 여러 가지 부작용[11]으로 인하여 그 사용량을 법적으로

엄격히 규제하고 있기 때문에 부작용이 거의 없으면서 합성

항산화제만큼 효능이 강력한 항산화제를 개발하려는 연구가

활발히 수행되고 있다.

한편, 비파(Eriobotrya japonica)는 장미과(Rosaceae)에 속하

는 아열대성의 상록 소교목으로 꽃은 백색으로 10~11월에 개

화하고, 황백색이나 등황색의 열매는 다음해 6월에서 7월 사

이에 수확하며, 중국이 원산지로 알려져 있다. 중국, 일본, 인

도, 스페인 등에서 주로 재배되고 있으며, 우리나라의 경우

제주도, 경남 및 전남지방 등 온화한 기후조건에서 주로 자생

하는 자원식물로 관상용 또는 약용을 목적으로 재배되고 있

다. 비파는 예로부터 민간요법으로 청폐, 진해, 건위, 거담, 이

뇨, 패혈 해소, 구토, 호흡진정, 갈증해소, 기관지염, 구역질,

딸꾹질, 부종 등에 효능이 뛰어난 것[30]으로 알려져 있다. 일

본과 중국 등 외국에서의 최근 연구에 의하면 비파 종자추출

물에서 활성산소종을 제거[42]하거나 산화적 스트레스를 억제

[19]하고, LDL 산화를 방지[28]하며, 위장염 개선효과[39] 및

알러지 피부염 억제효과[38] 등을 나타낸다고 보고하였다. 또

한 비파 잎에는 다양한 terpenoid [35,37]와 flavonoid [22] 등

의 유용한 화합물을 다량 함유하고 있으며, 항당뇨 효과[13],

항염증 및 항암효과[7], 만성기관지염 억제효과[20], corosolic

acid의 glucose uptake 촉진 효과[43] 등이 알려져 있다. 국내

에서는 비파 과실이나 부위별 성분 분석[1,14,29], 비파 용매

추출물의 항산화[8,16,21,22], 항균활성[2,3,31], 항염증[26], 항

돌연변이[4,24], 항암[25,41], 항당뇨[23,34]에 관한 연구등을 비

롯하여 비파 씨의 tyrosinase 활성 저해 효과[27] 등이 보고되

어 있으며, 산업적 활용방안으로서 비파엽차[6], 비파주스[5],

비파 요구르트[18] 등의 제조에 대한 보고들이 있다.

본 연구에서는 건강 기능성 식품소재로서 가능성을 가진

비파 잎의 용매별 추출물을 대상으로 항산화 활성을 탐색하고

추출물의 분획과 분리 등으로 활성물질을 규명함으로써 비파

의 산업적 이용에 기초자료로 활용하고자 하였다.
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재료 및 방법

재료

본 실험에 시료로 사용한 비파잎(Eriobotrya japonica)은

2010년 6월에 전남 완도군에서 재배된 것을 구입하여 사

용하였으며, 동결건조기(SFDSHM12, Samwon eng, Korea)

를 이용하여 -80℃에서 동결건조하고 분쇄한 후 시료로 사

용하였다.

추출 및 분리

시료의 추출은 유기용매를 사용하여 극성에 따른 분획을

실시하였다. 즉, 동결건조된 비파잎 100.0 g을 잘게 분쇄한 후

저극성 용매인 n-hexane으로 먼저 추출하여 여과한 시료를

다시 ethyl acetate (EtOAc), methanol (MeOH)을 이용하여

각각 순차적으로 3회 분획하여 추출하였다. 각 용매 추출분획

을 회전감압농축기(Eyela, N-2NW, Japan)로 감압농축하여 건

조시킨 후 n-Hexane 추출물(0.92 g), EtOAc 추출물(7.47 g),

MeOH 추출물(17.35 g)을 각각 얻었다. 각 추출물에 대하여

정량적으로 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) 소거활성,

superoxide dismutase (SOD) 유사활성을 측정하고, 페놀 화합

물과 플라보노이드의 함량을 측정하였으며, 각 용매에 따른

추출물 중 강한 활성을 나타낸 EtOAc 추출물과 MeOH 추출

물에 대하여 column chromatography를 이용하여 활성물질

의 분리 정제를 실시하였다.

EtOAc 추출물 7.37 g과 MeOH 추출물 15.92 g을 n-hexane

: methylene chloride : acetone 혼합용매를 용출용매로 사용하

여 silica gel (70-230 mesh, 5 cm × 60 cm)을 사용한 column

chromatography를 실시하였으며 EtOAc 추출물에서 24개의

분획(EtOAc F1-F24), MeOH 추출물에서 30개의 분획(MEOH

F1-F30)으로 나누었다. 각 분획물에 대하여 항산화 활성을 측

정한 결과 EtOAc F7, MeOH F16에서 비교적 강한 활성을 확

인하였다. EtOAc F7 (526.5 mg)과 MeOH F16 (55.5 mg)에

대하여 GC/MS 분석을 실시하였다. GC/MS의 분석은

GC/MS (HP 6890 series GC system + HP 5973 MSD, Hewlett

Packard Co. USA)에서, HP-5 capillary column (5% phenyl

methyl siloxane capillary, 30.0 m × 250 μm i.d., 0.25 μm film

thickness, Hewlett Packard Co. USA), carrier gas는 He (32.6

ml/min.), Split ratio 30:1, oven 온도조건은 initial temp.

(time) 80℃ (5 min.), rate는 10℃/min., final temp. (time) 28

0℃ (20 min.)이며, injection port temp. 250℃, interface temp.

240℃ 및 70 eV의 ionization voltage의 조건으로 분석하였다.

활성 물질의 동정은 mass spectrum을 해석한 결과를 토대로

Willey library (wiley 275L.)를 참고하였다.

DPPH radical 소거활성측정

2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) radical에 의한 소거

효과는 Brand-Williams 등[9,10]의 방법에 준하여 평가하였다.

일정한 농도로 정용한 비파추출물 1 ml에 0.2 mM DPPH를

1 ml 가하였다. 혼합물을 교반하여 37℃에서 30분간 반응시키

고 UV/VIS spectrophotometer (U-2000, Hitachi, Japan)로

517 nm에서 흡광도를 측정하였다. 대조군으로는 기존에 사용

되는 합성항산화제 BHT와 BHA를 시료와 같은 농도로 조제

하여 같은 방법으로 측정하였으며 시료용액의 첨가군과 무첨

가군의 흡광도 차이로 free radical 소거활성을 백분율로 표시

하였다. 모든 실험은 3회 반복 실시하였으며 결과는 평균±표

준편차로 나타내었다.

DPPH radical scavenging activity (%)=(1-


)×100

SOD 유사활성측정

SOD 유사활성은 pyrogallol의 자동산화를 저해하는 정도

[36]로 Marklund & Marklund의 방법[33]으로 확인하였다. 일

정한 농도로 정용된 시료 0.2 ml에 pH 8.5로 보정한 Tris-HCl

buffer 3 ml와 7.2 mM pyrogallol 0.2 ml을 첨가하여 25℃에서

10분간 반응시킨 후 1N-HCl로 정지시킨다. 반응액 중 산화된

pyrogallol의 양을 UV/VIS spectrophotometer (U-2000,

Hitachi, Japan)로 420 nm에서 흡광도를 측정하였다. 대조군

으로는 기존에 사용되는 합성항산화제 BHT와 BHA를 시료와

같은 농도로 조제하여 같은 방법으로 측정하였으며 시료용액

의 첨가군과 무첨가군의 흡광도차이로 SOD 유사활성을 백분

율로 표시하였다. 모든 실험은 3회 반복 실시하였으며 결과는

평균±표준편차로 나타내었다.

SOD-like activity (%)=(1-


)×100

Polyphenol 화합물 함량 측정

Folin-Denis의 방법[17]을 이용하여 각 추출물의 poly-

phenol 함량을 측정하였다. test tube에 일정한 농도로 정용된

시료 1 ml와 2% Na2CO3를 2 ml을 첨가하여 실온에서 3분간

안정화 시킨 후 folin-ciocalteu's phenol reagent 100 μl를 첨가

하여 30분간 반응시켜 UV/VIS spectrophotometer (U-2000,

Hitachi, Japan)로 725 nm에서 흡광도를 측정하였다. 표준곡

선은 tannic acid를 이용하여 검량선을 작성하고 polyphenol

화합물의함량을 mg/g tannic acid로 나타내었다. 모든 실험의

검량값은 동일한 실험을 3회 반복하여 평균한 값으로 나타내

었다.

Flavonoid 화합물 함량 측정

페놀성 화합물 중 특히 각종 기능성을 나타내는 것으로 알려

진 flavonoid 함량을 알아보기 위해 다음과 같이 측정하였다.

일정한 농도로 정용된 시료 1 ml와 diethyleneglycol 2 ml,
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Table 1. Scavenging activity (%) of DPPH radical of the n-hexane, EtOAc and MeOH extracts of Eriobotrya japonica leaf at different

concentrations

Samples
Concentrations (mg/ml)

0.3 0.7 1.0

n-hexane extract 45.63±1.26 48.92±1.49 52.34±1.55

EtOAc extract 63.24±2.20 81.83±2.10 93.15±2.31

MeOH extract 72.68±3.17 76.17±11.38 79.94±1.90

BHA 52.84±2.23 54.55±2.51 59.06±3.34

BHT 61.53±2.88 60.23±4.97 63.58±7.90

The data were expressed as the mean±SD (n=3).

Table 2. SOD-like activity (%) of n-hexane, EtOAc and MeOH extracts from Eriobotrya japonica leaf at different concentrations

Samples
Concentrations (mg/ml)

0.3 0.7 1.0

n-hexane extract 55.30±6.31 54.84±3.05 54.97±3.34

EtOAc extract 50.58±6.43 48.19±8.04 46.19±8.27

MeOH extract 51.68±2.47 48.64±0.34 48.00±0.59

BHA 45.80±1.47 47.93±2.96 50.32±1.51

BHT 43.99±0.51 44.28±0.78 52.33±4.10

The data were expressed as the mean±SD (n=3).

1N-NaOH를 20 μl를 혼합하여 37℃에서 60분 동안 반응시킨

후 UV/VIS spectrophotometer (U-2000, Hitachi, Japan)로

420 nm에서 흡광도를 측정하였다. 표준물질로 rutin을 이용하

여 검량선을 작성하고 flavonoid 함량을 mg/g으로 나타내었

다. 모든 실험의 검량값은 동일한 실험을 3회 반복하여 평균한

값으로 나타내었다.

결과 및 고찰

DPPH radical 소거능

비파 잎의 각 용매 추출물의 DPPH radical 소거능을 농

도에 따라 측정한 결과는 Table 1에 나타낸 바와 같이 시료

의 농도가 증가할수록 활성이 높게 나타났다. BHA와 BHT

는 각각 52.84~59.06%와 61.53~63.58%의 활성을 나타내었으

며 n-hexane 추출물의 경우 1.0 mg/ml의 농도에서, EtOAc

와 MeOH 추출물은 0.3 mg/ml의 농도에서 50% 이상의 소

거활성을 나타내었다. EtOAc 추출물의 경우 특히 시료 농

도에 따라 DPPH의 증가 정도가 컸으며 0.7 mg/ml에서는

MeOH 추출물에 비해 더 높은 항산화 활성을 나타내었다.

또한 1.0 mg/ml의 농도에서는 n-hexane과 MeOH 추출물에

비해 EtOAc 추출물이 93.15%로 매우 뛰어난 소거활성을 보

였으며 이러한 결과는 배 등[2]의 연구에서 비파 부위별 용

매추출물에서 EtOAc 추출물의 DPPH 활성이 가장 높았다

는 보고와 비슷하였다. MeOH 추출물은 시료 농도에 따른

DPPH 활성 정도는 크게 차이가 나지 않았으나 0.3 mg/ml

에서 n-hexane 추출물과 EtOAc 추출물에 비하여 더 높은

항산화 활성을 나타내었다.

SOD 유사활성

비파 잎의 각 용매 추출물의 SOD 유사활성을 농도에 따라

측정한 결과, Table 2에 나타낸 바와 같이, 대조군인 BHA와

BHT는 각각 45.80~50.32%와 43.99~52.33%의 활성을 나타내

었으며, 비파잎의 각 용매 추출물도 이와 비슷하거나 높은 활

성을 나타내었다. 특히 n-hexane 추출물의 경우 0.3 mg/ml의

농도에서 55.30±6.31%로 가장 높은 활성을 나타내었으나 0.7

mg/ml의 농도와 1.0 mg/ml 농도에서 각각 54.84±3.05%와

54.97±3.34%으로 감소하여 농도의 증가에 따른 활성의 증가는

나타나지 않았다. DPPH radical 소거능과 SOD 유사활성의

결과가 일치하지 않은 것은 효소계 시스템(SOD 유사활성과

hydrogen peroxide 소거능)에서의 radical 소거능과 비효소계

시스템(hydroxyl radical과 DPPH radical 소거능)에서의 radi-

cal 소거능이 차이를 보인다는 Calliste 등[12]의 보고와 일치하

였다.

Polyphenol 화합물 함량

Polyphenol 화합물의 함량은 Folin-Denis법[17]을 이용하

여 Folin-Ciocalteu reagent가 알칼리 조건에서 추출물의

polyphenol성 화합물에 의해 환원된 결과 노란색에서 몰리브

덴의 청색으로 발색하는 것을 원리로 분석하였다. 표준물질로

tannic acid를 이용하여 검량선을 작성하고 함량을 mg/g으로

나타내었다. 시료 농도와 725 nm에서 흡광도 간의 회귀방정식

은 y=0.0076x+0.008 (y는 725 nm에서의 흡광도이며, x는 시료

농도, r
2
=0.9109)이었다. 비파 잎의 각 용매 추출물의 농도별

polyphenol 함량은 Fig. 1과 같다. 먼저 MeOH 추출물 0.3

mg/ml, 0.7 mg/ml, 1.0 mg/ml의 농도에서 각각 59.0 mg/g,
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Fig. 1. Total polyphenol compound of n-hexane, EtOAc and

MeOH extracts from Eriobotrya japonica leaf at different

concentrations. The data were expressed as the mean±

SD (n=3).

130.2 mg/g, 188.8 mg/g으로 가장 높게 나타났으며 n-hexane

추출물 0.3 mg/ml, 0.7 mg/ml, 1.0 mg/ml의 농도에서 각각

15.9 mg/g. 23.6 mg/g, 36.4 mg/g으로 가장 낮게 나타났다.

Kim 등[24]은 비파 잎 메탄올 추출물을 0.5 mg/g 농도에서

polyphenol 함량을 측정한 결과에서 94.2 mg/g으로 보고하여

본 결과와 유사하였다. Lee 등[31]은 건조 조건에 따른 비파

잎의 열수 추출물과 80% ethanol 추출물의 polyphenol 함량을

측정하여 동결건조한 잎에 비해 생잎의 polyphenol 함량이

더 많았으며, 동결건조한 비파 잎의 열수 추출물과 80% etha-

nol 추출물의 polyphenol 함량은 각각 116.2 mg/g과 170.6

mg/g 이었고, 생잎의 열수 추출물과 80% ethanol 추출물의

polyphenol 함량은 각각 125.7 mg/g과 215.4 mg/g으로 보고

하였다. MeOH 추출물의 polyphenol 화합물이 가장 높았으

며, 가죽나무(Ailanthus altissima) 잎의 추출물에서 phenol 화

합물의 함량이 78.56∼80.40 mg/g으로 나타났다는 Lee [32]의

결과와 비교하여 보면 비파 잎의 polyphenol 화합물의 함량이

높은 수준임을 확인하였다.

Flavonoid 함량

flavonoid 화합물의 함량은 표준물질로 rutin을 이용하여

검량선을 작성하고 함량을 mg/g으로 나타내었다. 시료 농도

와 420 nm에서 흡광도 간의 회귀방정식은 y=0.0006x+0.0407

(y는 420 nm에서의 흡광도이며, x는 시료 농도, r
2
=0.9882)이

었다. 비파 잎의 용매별 flavonoid 함량은 Fig. 2에 나타냈다.

시료의 농도가 증가할수록 flavonoid 함량 역시 증가하였으

며, 추출 용매 별 flavonoid 함량은 MeOH > EtOAc >

n-hexane 순이었다. Flavonoid는 페놀성 화합물의 일종이므

로 각 시료의 총 flavonoid 함량은 총 페놀성 화합물과 동일

한 경향을 보였으며, 이는 건조 조건 별 비파 잎의 열수 추출

물과 80% ethanol 추출물의 flavonoid 함량이 24.9∼110

mg/g으로 나타났다는 Lee [31]의 결과와 비교하였을 때,

n-hexane 추출물은 이보다 낮았으나, EtOAc 추출물과

Fig. 2. Flavonoid compound of n-hexane, EtOAc and MeOH

extract from Eriobotrya japonica leaf at different

concentrations. The data were expressed as the mean±

SD (n=3).

Fig. 3. Mass spectrums of phytol isolated from EtOAc F7 (a)

and searched from wiley library (b).

MeOH 추출물의 flavonoid 함량은 보다 높은 수준임을 알

수 있었다. 또한 polyphenol 함량과 flavonoid 함량을 검토

한 결과, polyphenol 화합물의 대부분이 flavonoid로 구성되

어 있는 것으로 추정되었다.

생리활성물질의 분리, 정제 및 동정

Column chromatography에 의하여 EtOAc 추출물에서 24

개, MeOH 추출물 30개의 분획물들로 분리하였으며, 각 분획

물의 DPPH radical 소거능과 SOD 유사활성을 측정하여 활성

이 가장 높았던 EtOAc F7 (526.5 mg)과 MeOH F16 (55.5 mg)

분획물에 대하여 GC/MS 분석을 실시하여 EtOAc F7에서 화

합물 1과 2를, 그리고 MeOH F16에서 화합물 3의 mass

spectrum을 Fig. 3-5와 같이 확인하였다. 화합물 1은 retention

time (tR) 17.727에서 검출되었으며, 이의 mass spectrum과

library와의 비교를 통하여 화합물 1을 phytol로 동정하였다.
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Fig. 4. Mass spectrums of β-sitosterol isolated from EtOAc F7

(a) and searched from wiley library (b).

Fig. 5. Mass spectrums of (-)-loliolide isolated from MeOH F16

(a) and searched from wiley library (b).

tR 33.367에서 검출된 화합물 2는 β-sitosterol로, 그리고 tR

17.186에서 검출된 화합물 3은 (-)-loliolide로 동정하였다.
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초록：비파 잎의 추출용매별 항산화성 검증과 활성물질의 분리 및 동정

함현숙․이세열․이동완․성종환․김한수․김동섭․이영근*

(부산대학교식품공학과)

비파 잎의 항산화 활성을 탐색하고 활성물질을 분리하여 규명하기 위하여, 동결 건조한 비파 잎을 마쇄하여

n-hexane, ethyl acetate (EtOAc)와 methanol (MeOH)로 용매 분획하였다. 각 추출물에 대하여 정량적으로 DPPH

소거활성, SOD 유사활성을 측정하고, 페놀 화합물과 플라보노이드 함량을 측정하였으며, 각 용매에 따른 추출물

중 비교적 활성이 강한 EtOAc 추출물과 MeOH 추출물에 대하여 column chromatography를 이용하여 얻은 분획

물들 중 강한 활성을 보인 각 1개의 분획물에서 3개의 화합물을 분리하였으며, GC/MS 분석에서 phytol, β

-sitosterol 및 (-)-Loliolide으로 동정하였다.


